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Glycogen synthase kinase (GSK)-3βはミトコンドリアに局在し、細胞死の制御に重要な役割
を果たす。活性酸素種（ROS）や Ca2+過負荷はミトコンドリア透過性遷移孔（mitochondrial 
permeability transition pore: mPTP）の開口を促進しネクローシスを惹起するが、細胞保護シ
グナル上流のリン酸化酵素である Extracellular signal regulated kinase（ERK）および Akt は
GSK-3βの Ser9 リン酸化を介して mPTP 開口閾値を上昇させ、心筋虚血/再灌流障害を抑制
する。しかしミトコンドリアの ERK および Akt がどのように GSK-3β と mPTP 構成蛋白
との相互作用を制御するのかは明らかではない。Akt 特異的脱リン酸化酵素である PH 
domain and leucine rich repeat protein phosphatase -1（PHLPP-1）は心筋細胞ミトコンドリアに
局在し、そのノックダウンは leukemia inhibitory factor や insulin-like growth factor-1（IGF-1）
による Akt の Ser473 リン酸化を増強することが報告されている。一方、ミトコンドリアに
おける ERK の脱リン酸化酵素は同定されていない。 
本研究では GSK-3β と mPTP 構成蛋白との相互作用制御の機序を明らかにするために、
IGF-1 による細胞保護シグナル活性化、および ROS による細胞死誘導が Akt、ERK および
GSK-3βのミトコンドリア内局在に及ぼす影響を検証した。 さらに、PHLPP-1 および dual 
specificity MAPK phosphatase (DUSP) 5がミトコンドリアにおいてAktとERKの活性調節に
寄与するという仮説について検証した。この仮説の根拠は、(i) PHLPP-1 はミトコンドリア
において Akt の活性を制御することが報告されていること、(ii) DUSP5 は ERK を特異的に
脱リン酸化することが示されており、その N 末端のアミノ酸配列がミトコンドリア移行シ




HEK293 細胞および H9c2 細胞を 10%ウシ血清添加 DMEM で培養し、細胞保護シグナル
活性化のため IGF-1（50 nmol/L、45 分間）を、また ROS 産生のためアンチマイシン A（AA、
100 μmol/L、30 分間）を添加した。 




（2）IGF-1、AA または溶媒のみを培養液に添加し、Akt、ERK および GSK-3βのミトコン
ドリア内局在を上記（1）の方法により検証した。 
（3）AA 添加に対する Akt、ERK および GSK-3β の応答における ROS の関与を検討する
ため、ミトコンドリア特異的 ROS 除去薬である mito-TEMPO（1 μmol/L、90 分間）が、AA
による Akt、ERK および GSK-3βのミトコンドリア局在、リン酸化状態の変化におよぼす
影響を検証した。 
【実験 2】実験 1（1）（2）と同様に 1、100 または 1,000 μg/mL のトリプシンによる濃度依
存性のミトコンドリア溶解とウェスタンブロット法を用いてベースラインでの PHLPP-1
と DUSP5 のミトコンドリア内局在、および IGF-1、AA 投与が与える影響を検証した。ま
た、実験 1（3）と同様に mito-TEMPO を用いて AA による PHLPP-1 と DUSP5 のミトコン
ドリア局在の変化が ROS 産生によるものかを検討した。 
【実験 3】DUSP5 のミトコンドリア局在をさらに確認するために以下の実験を行った。 
（1）ミトコンドリア単離過程における遠心分離の回数（1〜3 回）と時間（10 分または 30
分）を調節し核分画の混在を最小限にしたミトコンドリア分画を作成した。 
（2）ミトコンドリア分画を 30% Percoll 上に静置後、密度勾配遠心法（30 分間、35,000 g）
により精製し、純粋ミトコンドリア分画を得た。 
（3）H9c2 細胞に GFP 標識 DUSP5 をトランスフェクションし、MitoTracker Red で染色し
たミトコンドリアとの共局在を共焦点レーザースキャン顕微鏡を用いて観察した。 
【実験 4】PHLPP-1-siRNA または DUSP5-siRNA をトランスフェクションし、IGF-1、AA
添加後のミトコンドリア分画での Akt、ERK および GSK-3β のリン酸化レベルを定量する
ことにより、Akt シグナルと ERK シグナルのクロストークの有無について検証した。 
【実験 5】全細胞由来の LDH 活性に対する培養液中の LDH 活性の割合をネクローシスの
指標とし、HEK293 細胞において AA 添加により LDH 活性が上昇するか、IGF-1 投与や
DUSP5-siRNA のトランスフェクションが LDH 活性上昇を抑制するかを検証した。 
＜研究成績＞ 
【実験 1】（1）HEK293 細胞において TOMM20 はトリプシン 1 μg/mL で消失するため、外
膜蛋白は 1 μg/mL にて溶解すると考えられた。またトリプシン 1,000 μg/mL により内膜蛋
白である prohibitin は完全に消失するものの、マトリックス蛋白である cyclophilin D は残存
していた。したがって、溶媒のみ（トリプシン 0 μg/mL）とトリプシン 1 μg/mL 添加後の
ミトコンドリアを用いたウェスタンブロットで得られたバンドのシグナル強度の差が外
膜蛋白レベル、同様にトリプシン 1 μg/mL と 1,000 μg/mL の差が内膜蛋白レベル、トリプ
シン1,000 μg/mL添加後のバンドのシグナル強度がマトリックス蛋白レベルと考えられた。 
（2）ベースラインにおいて Akt、ERK および GSK-3βはいずれもミトコンドリア分画に局
在していた。IGF-1 は Akt、ERK および GSK-3βのさらなるミトコンドリア移行を促進し、
Akt は主にマトリックスに、ERK と GSK-3βは主に外膜に局在した。また、IGF-1 は Akt、
ERK および GSK-3βのリン酸化を有意に促進したが、リン酸化 Akt とリン酸化 GSK-3βレ
ベルは全てのミトコンドリア分画で、リン酸化 ERK レベルは内膜とマトリックスで上昇
した。一方、AA は Akt のミトコンドリア局在を減少させ、ERK と GSK-3β のミトコンド
リア局在を増加させた。また、AA により Akt、ERK および GSK-3β のリン酸化レベルは
全てのミトコンドリア分画で有意に低下した。 
（3）mito-TEMPO は AA による Akt、ERK および GSK-3βのミトコンドリア局在レベルの
変化、リン酸化レベルの低下をいずれも有意に抑制した。 
【実験 2】ベースラインにおいて PHLPP-1 および DUSP5 はいずれもミトコンドリア分画
に局在していた。IGF-1 および AA はいずれも PHLPP-1 および DUSP5 の主に外膜へのミ
トコンドリア移行を促進した。mito-TEMPO は AA による PHLPP-1 および DUSP5 のミト
コンドリア移行を有意に抑制した。 
【実験 3】（1）700 g、10 分間の遠心分離を 2 回以上行うことにより得られた、核蛋白 histone 
H3 の混入を認めないミトコンドリア分画においても DUSP5 蛋白の存在が確認された。 
（2）Percoll を用いた密度勾配遠心法により精製した純粋ミトコンドリア分画においても
DUSP5 の存在が確認された。 
（3）GFP 標識 DUSP5 をトランスフェクションした H9c2 細胞において GFP-DUSP5 と
MitoTracker Red で染色したミトコンドリアとの共局在が確認された。 
【実験 4】siRNA 法による PHLPP-1 のノックダウンは AA によるリン酸化 Akt レベルの低
下だけではなく、ERK および GSK-3βのリン酸化レベルの低下も抑制した。同様に DUSP5
のノックダウンは AA によるリン酸化 ERKレベルの低下だけではなく、Akt およびGSK-3β
のリン酸化レベルの低下も抑制した。 
【実験 5】AA 添加により LDH 活性はベースラインと比較して 3 倍へと上昇した。AA 添
加による LDH 活性の上昇は DUSP5 ノックダウンにより 25.9%、IGF-1 投与により 25.7%
抑制されたが、両者の保護効果に相加作用は認めなかった。 
＜考察＞ 
 ミトコンドリア GSK-3β は mPTP 開口閾値の調節に重要な役割を果たす。mPTP は内膜
上のメガチャネルであり、生理的状態では閉鎖しているが ROS や Ca2+過負荷によってそ
の開口が惹起されるとミトコンドリア膜電位が消失しネクローシスが誘導される。GSK-3β
は mPTP 複合体との相互作用を介してその開口閾値を制御する。我々はこれまでに、
GSK-3β が酸化ストレスによりその酵素活性および VDAC2 との相互作用依存的にミトコ
ンドリアへ移行し、cyclophilin D と相互作用して mPTP 開口閾値を低下させることを報告
した。しかし GSK-3β がミトコンドリア内で上流のシグナルによってどのように制御され
ているかは明らかではない。そこで本研究では GSK-3β とその上流のリン酸化酵素である
Akt と ERK のミトコンドリア内局在を検証し、細胞保護シグナルである IGF 受容体活性化
への反応を検討した。本研究の成績から GSK-3β のリン酸化による mPTP の構成蛋白との
相互作用は複数の機序により制御されることが示唆される。すなわち、内膜における ERK
によるリン酸化や内膜およびマトリックスにおける ERK と Akt によるリン酸化である。
一方、外膜におけるリン酸化 GSK-3βの生理的意義は不明だが、(i) 内膜への輸送のための
リザーバー、(ii) ミトコンドリア関連小胞体膜での GSK-3β 不活化とそれによるミトコン
ドリア Ca2+過負荷の抑制、(iii) GSK-3βによる Ser616-DRIP1 リン酸化が惹起するミトコン
ドリア fission の抑制などの機能を担う可能性がある。 
 AA は PHLPP-1 と DUSP5 をミトコンドリアへ移行させ、Akt、ERK および GSK-3βの脱
リン酸化を促進した。PHLPP-1 と DUSP5 のミトコンドリア移行は mito-TEMPO により抑
制されることから、ROS が関与していることが示された。また ROS による Akt、ERK お
よび GSK-3β の脱リン酸化に PHLPP-1 と DUSP5 が寄与することは、それぞれのノックダ
ウンが Akt、ERK および GSK-3β の脱リン酸化を抑制することにより示唆される。これら
の成績から ROS による PHLPP-1 とDUSP5のミトコンドリア移行はミトコンドリアにおけ
る細胞保護的な Akt/ERK-GSK-3βシグナルをキャンセルする機構であると考えられる。  
DUSP5 がミトコンドリアへ移行する機序は不明であるが、DUSP5 蛋白の N 末端のアミ
ノ酸配列が MTS として機能する可能性が、MitoProtⅡ（MTS 予測アルゴリズム）により示
唆される。また DUSP16 と MKK7 が複合体を形成してミトコンドリアへ移行することが報
告されているのと同様に、DUSP5 が ERK を含む scaffold protein と複合体を形成し、受動
的にミトコンドリアへ移行する可能性も考えられる。 
 DUSP5 と PHLPP-1 のノックダウンはいずれも ERK と Akt 両者の脱リン酸化を抑制した
という本研究の成績は、それぞれのシグナル間でクロストークが存在することを示唆す
る 。既 報で は全 細胞分 画を 用い た検 討で PI3K/Akt/TSC/mTORC1 シグ ナル と
Ras/Raf/MEK/ERK シグナルの間での相互作用が報告されている。しかし、PDK1、mTORC2、
MEK といった Akt や ERK の上流にあるリン酸化酵素のミトコンドリア内での局在を示す
報告は限定的であり、今後さらなる検証が必要である。 
＜結論＞ 
 Akt、ERK および GSK-3βのミトコンドリア内局在は異なるパターンを示し、GSK-3βの
リン酸化と mPTP 構成蛋白との相互作用は内膜およびマトリックスにて Akt および ERK
により制御されている。ROS により惹起される DUSP5 と PHLPP-1 のミトコンドリア移行
は、ミトコンドリアの細胞保護的なリン酸化酵素の不活化と関連する。また DUSP5-ERK
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HEK293 細胞を用い、1)Akt、ERK および GSK-3β はミトコンドリア内では異なる局在の
パターンを示しており、GSK-3β のリン酸化と mPTP 構成蛋白との相互作用は、内膜お
よびマトリックスにて Akt および ERK により制御されていること、2) DUSP5 は核だけ
でなくミトコンドリアにも ERK 脱リン酸化酵素として存在すること、3)活性酸素によっ
て DUSP5 とともに PHLPP-1 がミトコンドリア移行が促進し、ミトコンドリア内における
Akt/ERK-GSK3βシグナルを停止させ mPTP の開口を介した細胞死を引き起こすこと、4) 
ミトコンドリアにおけるDUSP5-ERKシグナルとPHLPP-1-AktシグナルによるGSK-3β活
性の制御には機能補完的なクロストークがあること、を明らかにした。これらの知見は、
虚血再灌流障害の機序の解明や、将来的な治療応用の基盤となる成績と考えられ、学位に
値するという評価で審査員全員が一致した。 
 
